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1　緒言

円偏光二色性circular dichroismは光学活性な化
合物の光の吸収波長領域において，左右円偏光の吸
収度合いが異なる現象を呼ぶ．鏡像異性体の円偏光
二色性スペクトルは鏡像関係になるので，鏡像異性
体の立体配置の識別が可能である．したがって，医
薬品開発において，光学活性物質の構造解析等に用
いられる1）．更にペプチド，タンパク質，オリゴヌ
クレオチドではその高次構造解析に円偏光二色性測
定法が用いられている1）．ペプチドやタンパク質は
光学活性なアミノ酸が発色団となるペプチド結合に
より連なっているため，それらの高次構造の違いが
円偏光二色性スペクトルに影響を与える．一方，核
酸も，その構成単位が，発色団である塩基と不斉中
心を有する糖との結合によるため，円偏光二色性が
観察され，らせん構造等の解析に利用可能である．

本研究では，ペプチドを用いた円偏光二色性測定
法に与える溶媒の影響を調べた．また，筆者らは，
円偏光二色性測定法の標準化研究として，海外薬局
方の試験法を参考に，機器性能の確認手法の研究を
行い，有害試薬を用いない方法等に関する知見を得
ている2）．本研究では，機器性能に用いられる試薬
について更に情報を取得した．

2　 ペプチドの二次構造解析における 溶媒の影響

円偏光二色性測定法はペプチドの二次構造解析に
汎用される．そこで，モデルペプチドとして，アフ
リカツメガエルより単離された抗菌性ペプチドであ
るmagainin IIを用いて，溶媒が二次構造解析へ与
える影響を調べた．また，タンパク質二次構造解析
プログラムを用い，二次構造中のα-ヘリックス含
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量の推定を行った．

2.1　溶媒の円偏光二色性スペクトル
円偏光二色性スペクトルの測定に使用する溶媒
は，試料の測定波長領域に吸収がなく十分に透明で
あるものを選択しなければならない．そこで，複数
の溶媒について溶媒自身の円偏光二色性スペクトル
を測定した．Fig. 1に水，10 mMリン酸緩衝液（pH 
7.0），メタノール，エタノール（99.5），アセトニト
リル，2,2,2 -トリフルオロエタノール，及びクロロ
ホルムの円偏光二色性スペクトルを示す．クロロホ
ルム以外は，190-300 nmで平坦なスペクトルと
なった．クロロホルムのスペクトルより，クロロホ
ルムにペプチドを溶解することで230 nm以下の波
長領域ではノイズが大きくペプチドの測定が難しい
ことが示されたため，magainin IIの円偏光二色性
スペクトル測定では，クロロホルム以外の溶媒を用
いることとした．

2.2　 magainin IIの円偏光二色性スペクトルに
及ぼす溶媒の影響

 magainin IIの抗菌作用は，両親媒性のα-ヘ
リックス構造が寄与していることが知られてい
る3）．そこで，様々な溶媒中でのmagainin IIのα-
ヘリックス含量を調査した．α-ヘリックス含量の
推定には，日本分光タンパク質二次構造解析プログ
ラムJWSSE-513を用いた4）．
magainin IIの測定データをモル楕円率に換算し，
スペクトル表示した結果がFig. 2である．Fig. 2に
示す通り，溶媒によりmagainin IIの構造が大きく
変化することが分かった．Table 1に示すように，
プログラム解析により推定されたα-ヘリックス含
量は，水系溶媒中より，有機溶媒中のほうが大き
く，Fig. 1でもα-ヘリックス構造に観察される
208，222 nm付近の負の極大ピークが観察された．
これは過去の報告とも一致している3）．2,2,2-トリ
フルオロエタノールは二次構造の安定化に寄与する
溶媒として，円偏光二色性の研究で汎用されてい
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Fig. 1　種々の溶媒の円偏光二色性スペクトル
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る5）．特に，水系溶媒との混合溶媒は，生体膜を模
した溶媒としてしばしば利用される6）．そこで50 
vol% 2,2,2 -トリフルオロエタノールを用いて円偏
光二色性スペクトルを取得しα-ヘリックス含量を
推定したところ，含量は23％であった．この値は，
40 vol% 2,2,2-ト リ フルオロエタノール中の
magainin IIのα-ヘリックス含量を，Provencher
らにより開発された統計学的コンピュータプログラ

ム7）を用いて推測した報告値 26%と類似していた3）．
以上の結果より，測定溶媒によりペプチドの二次
構造が大きく変わる事例もあるため，二次構造解析
の際に溶媒の選択，測定条件の記載に留意する必要
がある．
［測定条件］
試薬：0.1 mg/mL magaininⅡ（Bachem AG）
エタノール（99.5）　（ナカライテスク株式会社）

Table 1　種々の溶媒中におけるmagainin Ⅱのヘリックス含量（%）

溶媒 α-ヘリックス含量（%）

水 0

リン酸緩衝液 2.1

エタノール（99.5） 7.5

メタノール 12.2

アセトニトリル 28.8

2,2,2-トリフルオロエタノール 33.5

50 vol% 2,2,2-トリフルオロエタノール 22.8
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Fig. 2　種々の溶媒に溶解したmagainin Ⅱの円偏光二色性スペクトル
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メタノール　（ナカライテスク株式会社）
アセトニトリル　（関東化学株式会社）
2,2,2-トリフルオロエタノール　（富士フイルム和光
純薬株式会社）
［CD測定条件］
円二色性分散計（JASCO J-720 日本分光株式会社）
セル：二つ口セル（Φ22×1 mm）
［CD測定の測定条件］
感度：Standard
データ取り込み間隔：0.2 nm
走査モードContinuous
走査速度：100 nm/min
レスポンス：1s
バンド幅：1 nm
積算回数： 10回

3　装置性能の確認に用いる試薬

装置性能の確認は，欧州薬局方に収載の一般試験
法8）及び検証研究2）を参考とした試験法案が，以下
の内容で意見公募のために公開された1）．

3.1　円偏光二色性の正確さ 
Δεが既知である物質，例えばイソアンドロ
ステロン，d -カンファスルホン酸アンモニウ
ムなどを用いて校正する（機器メーカーの推奨
品を用いてもよい）．イソアンドロステロンを
用いる場合は，イソアンドロステロン10.0 mg
を正確に量り，エタノール（99.5）に溶かし，正
確に10 mLとする．層長10 mmのセルを用い
て，調製した溶液の円偏光二色性スペクトルを
280 nmから360 nmまで測定するとき，304 nm
におけるΔεは＋3.3である．

　3.2　変調の直線性  
Δεが既知である物質，例えばd -カンファス
ルホン酸アンモニウムなどを用いて校正する
（機器メーカーの推奨品を用いてもよい）．d -
カンファスルホン酸アンモニウムを用いる場合
は，d -カンファスルホン酸アンモニウム
6.0 mgを正確に量り，水に溶かし，正確に
10 mLとする．層長1 mmのセルを用いて，調
製した溶液の円偏光二色性スペクトルを

185 nmか ら340 nmま で 測 定 す る と き，
290.5 nmにおけるΔεは＋2.2 ～ ＋2.5である．
192.5 nmにおけるΔεは－4.3 ～ －5である．

日本分光株式会社製の円二色性分光光度計の説明
書には，機器付属の試薬（CD測定用d -しょうの
う-10-スルホン酸アンモニウム　Ammonium 
d-Camphor-10-sulfonate 片山化学工業株式会社
製）を用いて「円偏光二色性の正確さ」に相当する
校正法が記載されているが，「変調の直線性」につい
ては示されていない．一般試験法案「3.2　変調の直
線性」には，d -カンファスルホン酸アンモニウムを
用いた事例が記載されているため，同じ化合物であ
る上記のCD測定用d -しょうのう-10-スルホン酸
アンモニウムが，「変調の直線性」へ使用可能か調べ
た．
Fig. 3に得られた円偏光二色性スペクトルを示
す．290.5 nmにおけるモル円二色性Δεは2.37（3回
の平均），192.5 nmにおけるΔεは-5.0（3回の平均）
であり，いずれも判定基準「290.5 nmにおけるΔεは
＋2.2 ～ ＋2.5である．192.5 nmにおけるΔεは－4.3 
～ －5である．」に適合していた．
したがって，測定機器に付属の上記試薬で「変調
の直線性」の確認を行うことも可能であると考えら
れる．
［測定条件］
試薬：CD測定用d-しょうのう-10-スルホン酸アン
モニウム　Ammonium d-Camphor-10-sulfonate 
（片山化学工業株式会社製）
［CD測定条件］
円二色性分散計（JASCO J-720 日本分光株式会社）
セル：セル：二つ口セル（Φ22×1 mm）

-6
-5
-4
-3
-2
-1
0
1
2
3

185 200 215 230 245 260 275 290 305 320 335

M
ol

.C
D 

((m
ol

/L
)-1

cm
-1

)

Wavelength (nm)

Fig.3　 CD測定用d-しょうのう-10-スルホン酸アンモニ
ウムを用いた変調の直線性確認のための円偏光二色
性スペクトル
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［CD測定の測定条件］
感度：Standard
データ取り込み間隔：0.1 nm
走査モードContinuous
走査速度：100 nm/min
レスポンス：1 s
バンド幅：1 nm
積算回数　3回

4　まとめ

本研究では，円偏光二色性測定のための技術情報
を提供するために，ペプチド測定における溶媒の影
響，及び機器性能の確認に用いられる試薬について
報告した．低分子化合物，高分子化合物に加え，中
分子化合物である核酸やペプチドを有効成分とする
医薬品の開発が増加している．その特性解析に円偏
光二色性測定法は有用であり，今後，円偏光二色性
測定法の更なる活用が期待される．
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